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@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur HersteHung 
gereinigten ^-Fetoproteins bei wetchem folgende Verfah- 
rensstufen angawar>dt warden: 

a) Puffern einer Probe eines Materials aus einer biologi- 
schen Quelle, das dafur bekannt ist ^-Fetoprotein zu 
enthatten, auf einen pH von etwa 7, 

b) AffinitStschromatographie der gepufferten Probe durch 
Hindurchfuhren durch eine Saule mrt einem fur a r Feto- 
protein spezlfischen Antikdrper, der auf einem fasten 
Trager unbeweglich verankert isi und Eluieren des 

. gebundenen a r Fetoprotein8durchBehandelnderSaule 
f mit einem geeigneten Deaorptionsmittet, 

Entfemen praktisch des gesamten, im Eluat der Stufe b> 
vorhandenen Albumins mrt Hilfe der Adorptionschroma- 
tographie durch Hindurchleiten durch eine Saule, die 
einen immobilisierten Reaktivfarbst off-Adsorber ent- 
Mlt 

Dialysteren der das nicht-adsorbierte ai-Fetoprotein 
enthaKenden L6sung der Stufe c). 
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0 Losen des in Stufe e) gebildeten Putvere in einem geeig- 
neten Puffer und Poryacrylamid-Gelelektrophorese der 
erhaltenen L6sung. 

Die Erfindung betrifft auch das radioaktiv jodierte, so her- 
gestellte a .-Fetoprotein, ferner die Verwendung des a 
(-Fetoproteins zur Herstellung von Reagentien fur einen 
Radioimmuntest zur Bestimmung von a ,-Fetoproteinen, den 
Redioimmuntest selbst und einen entsprechanden Reegenz- 
satz. 
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a) Lyophilisieren der dialyslerten L&sung der Stufe d). 
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Verfahren zur Herstellung gereinigten c^-Feto- 
. proteins und dessen Verwendung 



Die Erf indung bezieht sich auf ein Verfahren zum Iso- 
lieren von ct^ -Fetoprotein, das ausreichend rein ist, 
urn bei Radioimmuntests brauchbar zu sein, zu denen Ar- 
beitsweisen und Techniken der Af f initStschromatographie, 
der Adsorptionschromatographie ait immobilisiertem 
reaktivem Farbs toff und Polyacrylaniid-Gelelektrophorese 
gehSren. 

Ein Fetus-spezif isches Serumprotein wurde zuerst von 
Pederson, Nature (London) 1j>4, 575 (1944) in Kalbserum 
und von Bergstrand et al., Scand. J. Clin. Lab. Invest 
8, 174 (1956) beim Menschen nachgewiesen. Dieses Fetus- 
spezifische Protein wurde aufgrund seiner elektrophoreti- 
schen Beweglichkeit als a,, -Fetoprotein (AFP) bezeichnet. 
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a -Fetoprotein in Seren hepatozellulSren Krebses und von 
Patienten mit bSsartigen Embryonal-Teratomen erwies sich 
als immunologisch und elektrophoretisch identisch mit 
a -Fetoprotein, das in fetalem Serum von Tatarinov, Vopr. 
Med. Khim. 11,20-24, (1965) und Abelev et al.. Int. J. 
Cancer 2, 551-558 (1967) gefunden wurde. 

Human-a r fetoprotein wurde aus Fetalserum nach chemischen 
Verfahren von Pederson, Clin. Chimica Acta 38, 163-170 
(1971), Ruoslahit et al., Int. J. Cancer 1_, 218-225 
(1971), Silver et al., Proc. Nat. Acad. Sci., U.S.A. 70, 
526-530 (1973), Forrester et al., Clin. Chimica Acta 
64, 317-323 (1975) und Twomey et al., Clin. Chem. 22, 
7306-1309 (1976) isoliert. AuBerdem wurden immun-chemi- 
sche und chemische Methoden angewandt, um -Fetoprotein 
aus Hepatom -Serum zu isolieren, und zwar von Nishi, 
Cancer Res. 30, 2507-2513 (1970), Nishi et al., Protides 
Biol. Fluids 1JJ, 43-47 (1971), Nishi et al., Biochem. 
Biophys. Acta 278, 293-298 (1972), Aoyagi et al., Cancer 
Research 37, 3663-3667 (Okt. 1977), Yachnin et al., 
Biochem. Biophys. Acta 493, 418-428 (1977), Lehmann et 
al., Clin. Chimica Acta 33, 197-206 (1971)und Alpert et al., 
s. Biol. Chem. 247, 3492-3497 (1972). 

Die zuvor erwahnten Methoden fUhren zu einem ^-Fetoprotein 
(AFP), das nicht rein ist, da es Albumin und andere Proteine 
enthalt. Aufgrund des Vorhandenseins dieser Verunreini- 
gungen sind solche verhaltnismafiig unreinen a r Fetopro- 
tein-Praparate unbefriedigend als radioaktiv markiertes 
Antigen fur einen empf indlichen Radioimmuntest. Ferner 
sind solche Praparate unbefriedigend fiir die Gewinnung , 
monospezif ischer Antiseren mit hohem Titer fur einen empf ind- 
lichen Radioimmuntest (RIT) . Da Proben, die auf AFP bei 
einem Radioimmuntest untersucht werAen sollen, AFP haufig 
in geringer Konzentration enthalten, ist es wesentlich, 
daB das RIT-Verfahren SuBerst empfir.dlich ist. Mit -SuB 6 rst 



empfindlich" ist gemeint, daB der RIT in der Lage sein muB, 
AFP mit einem Gehalt von etwa 20 ng/ml der Probe genau 
nachzuweisen. Solche empf indlichen RIT-Arbeitsweisen wer- 
den zur Erfassung von Geburtsdef ekten bei Schwangeren ver- 
langt, was bislang nicht moglich war. 

Nicht spezifische Antiseren Oder unreines markiertes AFP 
konnen bei solchen empf indlichen RIT-Verf ahren nicht an- 
gewandt werden, da sie kein genaues MaB ftfr den AFP-Ge- 
halt der Probe liefern wiirden. Zudem sind die in der Lite- 
ratur beschriebenen Methoden zum Isolieren von AFP aus 
grofien Volumina von Losungen der Quelle und/oder solchen 
Losungen der Quelle, die geringe AFP-Konzentrationen auf- 
weisen, unbef riedigend. SchlieBlich scheinen die in der 
Literatur fU>: die Isolierung von AFP offenbarten Methoden 
fiir Automatisierungstechniken unbef riedigend zu sein. 

Insbesondere der Aufsatz von Ruoslahti et al. lehrt ein 
Verfahren zum Reinigen von AFP aus fetalem Serum unter 
Anwendung von zwei hintereinandergeschalteten Elektro- 
fokussierverf ahren oder von Immunf allung . Die Elektro- 
f okussierverf ahren beruhen auf ladungsbedingten Trennun- 
gen. Es gibt jedoch keinen Hinweis darauf, daB das durch 
die angegebene Arbeitsweise erhaltene AFP geniigend rein 
ist, um bei einem RIT eingesetzt werden zu konnen. 

Alpert et al. lehren ein Verfahren zum Reinigen von AFP 
nach einem dreistufigen chemischen Verfahren: (1) Starke- 
gel-Blockelektrophorese, (2) Gelf iltration unter Verwen- 
dung einer Sephadex-Saule und (3) isoelektrisches Fokus- 
sieren. Das so erhaltene AFP soil laut Immunodiffusion 
und Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese rein sein. 
AuBerdem soli das so erhaltene AFP in der Lage sein, 
immunospezif isches Antiserum in Kaninchen zu erzeugen. 
Im Gegensatz zu dem hier beanspruchten Verfahren, das so- 
.wohl immunologische als auch chemische Techniken anwendet, 
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findet sich dort kein Hinweis darauf, daB das nach dem 
offenbarten Verfahren gebildete AFP fur RIT-Arbeitswei- 
scn rein genug ist. 

Die ersten beiden oben erwahnten Nishi-Verof feritlichungen 
verwenden Hepatom-Serum als Ausgangsmaterial und reini- 
gen auf der Grundlage der Immunfailung mit anschlieBen- 
der Gelf iltration. 

Auch das Verfahren der dritten Nishi-Ver6f f entlichung ver- 
wendet Hepatom-Serum als Ausgangsmaterial und lehrt eine 
Reinigungsmethode, die eine Immunosorbens-Saule anwendet. 
Der Antik6rper wird jedoch nicht adsorbiert, um Mono- 
spezifitat zu gewHhrleisten. Weitere Reinigung erfolgt 
durch Gelf iltration. 

Keine der in den Nishi-Verof fentlichungen offenbarten Metho- 
den scheint dem Fachmann die Lehre zu geben, wie AFP so 
zu reinigen ist, daB es fttr die Verwendung in RIT-Arbeits- 
weisen ausreicht. Auf jeden Fall laBt keine einzige auch 
nur erkennen, daB AFP aus von Affen stammendem Ausgangs- 
material in ausreichender Reinheit zur Verwendung bei Human- 
RIT-Verf aliren erhalten werden kann. 

Aoyagi et al. lehren ein Verfahren zur Reinigung von AFP 
aus Nabelschnur-Serum unter Verwendung einer Immunosorbens- 
Saule, Ionenaustausch an DEAE-Sephadex und Gelf iltration. 
Auch hier findet sich kein Hinweis darauf, daB das nach 
diesem Verfahren gereinigte AFP fur RIT-Arbeitsweisen 
geeignet ist. Wenngleich Ionenaustausch und Gelf iltrations- 
Chromatographie keine optimale Trennung von Albumin bie- 
ten, da Ladung und Molekulargewicht zu nahe beieinander- 
liegen, scheint das nach dieser Arbeitsweise erzeugte AFP 
verhaltnismaBig rein zu sein. Doch findet sich kein Hin- 
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weis, daB das offenbarte Verfahren zu einem AFP* aus von 
Affen stammendem Ausgangsmaterial fiihren konnte, das 
fiir Human-RITs geeignet ware, im Gegensatz zuxn erfin- 
dungsgemSBen Verfahren. 

Yachnin et al. offenbaren ein Verfahren zum Reinigen 
von AFP-Hepatom-Serum unter Verwendung einer Immuiio- 
sorbens-Saule und Anwendung der Gelf iltration. Die Be- 
schreibung scheint erkennen zu lassen, daB das Produkt 
mikroheterogen und deshalb ftir RIT-Arbeitsweisen unbe- 
friedigend 1st. 

So besteht ein Bedarf nach einem Verfahren zum Isolie- 
ren von -Fetoprotein so rein wie maglich, was Albumin 
und andere Protein-Verunreinigungen betrifft, die den 
empf indlichen Radioimmuntest storen wiirden. Ferner besteht 
ein Bedarf nach Isolierung von AFP, die auf groBe Volumina 
von Ausgangslosungen und/oder LGsungen des Quellenmaterials, 
die AFP in geringer Konzentration enthalten, wirksam ange- 
wandt werden kann. SchlieBlich besteht ein Bedarf nach 
einem Verfahren zum Isolieren von AFP, das ganz Oder teil- 
weise der Durchf tihrung in automatischen Vorrichtungen und 
nach automatischen Techniken angepaBt werden kann. Dem 
kann insgesamt durch das erf indungsgemSBe Verfahren geniige 
getan werden. Ferner fiihrt die erf indungsgemSBe Lehre 
zu MaBnahmen, durch die AFP aus Af fen-Hepatomserum in 
fiir praktische Zwecke ausreichender Reinheit, gleichermas- 
sen wie aus menschlichem Nabelschnur-Serum und ausreichend 
rein, um bei RIT-Arbeitsweisen an menschlichen Proben 
verwendet zu werden, erhalten werden kann. AFP von Affen 
ist bi slang nicht als bei Radioimmuntests an menschli- 
chem Material brauchbar erkannt worden. 

Die Erfindung fiihrt zu einem Verfahren zum Isolieren von 
a-| -Fetoprotein aus biologischem Ausgangsmaterial, wie 
Nabelschnurblut, Hepatomgewebe und dessen Extrakten, anderen 
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Tumoren, BauchhShlenf liissigkeit, fetalera Blut, Embryonal- 
geweben, Amnion-Fliissigkeit , Hepatomblut und in Kultur 
Oder in Wirtstieren geziichteten Zellen. Sie ftihrt fer- 
r.er zu einem Verfahren zur Reinigung von ^-Fetoprotein 
(AFP) aus Quellen von Affen, insbesondere Af fen-Hepatom- 
blut. Es hat sich gezeigt, daB aus dieser Quelle erfin- 
dungsgemSB gereinigtes AFP immunologisch identisch ist mit 
AFP, das in menschlichem Nabelschnur-Blut und mensch- 
licher Bauchhohlenf liissigkeit enthalten ist. Die Ver- 
wendung von Quellenmaterial aus Affen, wie Hepatomblut, 
zur- Isolierung von reinem AFP nach dem erf indungsgemSBen 
Verfahren ist von Bedeutung, da ein solches Material ein- 
heitlicher und wesentlich reicher an AFP ist als bestimm- 
te andere Quellen, wie menschliches Nabelschnur-Blut. 
Die AFP-Konzentration in Af f en-Hepatomblut liegt im Bereich 
von 1 bis 5 mg/ml, im Gegensatz zu menschlichem Nabel- 
schnur-Blut, das etwa 0,06 bis etwa 0,1 mg/ml enthait. 

Das erfindungsgemSBe Verfahren liefert ein reines a-,- 
Fetoprotein (AFP), das im wesentlichen frei ist von Albu- 
min und anderen Protein-Verunreinigungen und beim empfind- 
lichen Radio immuntest verwendet werden kann. Beim Ver- 
fahren sind folgende Techniken nacheinander beteiligt: 

a) Affinitatschromatographie an einer Immunosorbens- 
Saule, 

b) Adsorptionschromatographie eines immobilisierten 
reaktiven Farbstoffs, 

c) gegebenenfalls Gelf iltration, 

d) gegebenenfalls Mischionenaustausch-Cellulosechromato- 

graphie und 

e) Polyacrylamid-Gelelektrophorese . 

Wird bei den ersten beiden MaBnahmen ein bestimmtes Aus- 
maB an Herabsetzung der Art und/oder Menge der Verun- 
reinigungen nicht erzielt, erfolgen Gelf iltration und 



- 7 - 



0001812 



Mischionenaustausch-Cellulosechromatographie zur Vorberei- 
tung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Insbesondere bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren 
zur Herstellung gereinigten* -Fetoproteins mit folgenden 
Schritten: 

a) Puffern einer Probe eines Materials aus einer biologi- 
schen Quelle, das dafttr bekannt 1st, -Fetoprotein 

zu en thai ten, auf einen pH von etwa 7, 

b) Af f initMtschromatographie der gepufferten Probe durch 
Hindurchfiihren durch eine SSule mit einam fur a-,- 
Fetoprotein spezifischen AntikcSrper, der auf einem fa- 
sten TrSger unbeweglich verankert ist und Eluieren des 
gebundenen a 1 -Fetoproteins durch Behandeln der SJiule mit 
einem geeigneten Desorptionsmittel, 

c) Entfernen praktisch des gesamten im Eluat der Stufe b) 
vorhandenen Albumins mit Hilfe der Adsorptionschromato- 
graphie durch Hindurchleiten durch eine SSule, die einen 
imraobilisierten reaktiven Farbstoff adsorber enthalt, 

d) Dialysieren der das nicht-adsorbierte -Fetoprotein 
enthaltenden Lfisung der Stufe c) , 

e) Lyophilisieren der dialysierten L6sung der Stufe d) , 

f ) L6sen des in Stufe e) gebildeten Pulvers in einem ge- 
eigneten Puffer und Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
der erhaltenen LSsung. 

Das anfallende Produkt, a 1 -Fetoprotein, ist homogen, d.h., 
es erscheint als einzelne Bande bei der analytischen Disk- 
Elektrophorese. Nach Iramunoelektrophorese zeigt das nach 
dem erf indungsgemSBen Verfahren erhaltene AFP eine elektro- 
phoretische MobilitSt im Bereich des a 1 -Globulins, zeigt 
eine einzelne PrMzipitin-Linie gegen antinormales Human- 
serum oder Antihuman-Serumalbumin mit hohem Titer. Diese 
Beobachtungen wurden durch Radioimmunoelektrophorese be- 
statigt. ErfindungsgemSB gereinigtes AFP zeigt eine Identi- 
tatslinf.e bei Doppel-Immunodif fusion mit a 1 -Fetoprotein in 
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Nabelschnur-Serum, hepatozellulSrem Krebs-Serum und 
BauchhOlenfliissigkeit und ist praktisch frei von Albu- 
min und anderen Proteinen, die seine Verwendung bei 
empfindlichen Radioimmuntests (RITs) stCren warden. 

Das erfindungsgemafle Verfahren umfaBt eine Kombination 
immunologischer, chemischer, Filtrations-, elektrostati- 
scher und elektrophoretischer Methoden und Techniken. 

Affinitatschromatographie 

Um die Masse der Fremdproteine aus einer a ^Fetoprotein 
ehthaltenden Probe der LSsung einer Quelle, wie menschli- 
chem Nabelschnur-Serum oder Af fen-Hepatomserum, zu ent- 
fernen, wird die Probe zunSchst der Affinitatschromato- 
graphie unterworfen. 

Die Affinitatschromatographie ist eine immunologische 
Adsorptionstechnik, bei der das Antigen aus der Losung ent- 
fernt wird, indem es an ein Immunosorbens adsorbiert wird, 
das Antik&rper umfaBt, die far das zu isolierende Antigen 
spezifisch sind, kovalent an einen festen, teilchenfCrrai- 
gen Trager gebunden. Proteine, die nicht mit dem immobili- 
sierten Antikdrper reagieren, werden nicht an den festen 
Trager gebunden. Diese ungebundenen Verunreinigungen wer- 
den daher leicht von dem gebundenen Antigen abgetrennt. 
Das Antigen wird danach von dem AntikSrper abgetrennt, der 
an den festen Trager gebunden bleibt. 

Um sicherzustellen, daB die Affinitatschromatographie 
far das gesuchte Antigen spezifisch ist, mufl das Immuno- 
sorbens behandelt werden, um die nicht spezifischen Stel- 
len zu blockieren, die ttbrigbleiben, nachdem der Antikdr- 
per daran gekuppelt ist. Dazu wird das durch Kuppeln des 
AntikOrpers an einen festen Trager gebildete Immunosor- 
bens zuerst mit einem geeigneten Puffer ins Gleichgewicht 
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gebracht. Das Immunosorbens wird dann nacheinander mit 
normalem Human-Serum, wieder rait dera gleichen Puffer 
der zur Gleichgewichtseinstellung verwendet wurde, und 
mit Ammoniumthiocyanat behandelt. Darauf wird das Immuno- 
sorbens wieder unter Verwendung des gleichen Puffers ins 
Gleichgewicht gebracht. 

Nachdem das Immunosorbens ins Gleichgewicht gebracht ist, 
wird die Probe durch die SSule gefiihrt und das Antigen, 
AFP, wird auf seinen Antik5rper adsorbiert, wShrend Fremd- 
proteine eluiert werden. Die Probe wird anfangs mit Puf- 
fer vom pH 7,0 verdttnnt, so daB eine theoretische AFP- " 
Konzentration von etwa 0,05 bis etwa 0,1 mg/ml erhalten 
wird. Im Falle von z.B. Nabelschnur-Serum wird eine 1:1- 
Voluraenverdunnung mit dem Puffer vorgenommen. 

Nachdem die Probe durch die saule geftihrt worden ist, wird 
das Antigen unter Verwendung eines Desorptionsmittels 
eluiert, das den Antigen/AntikSrper-Komplex aufbricht. 
Geeignete Desorptionsmittel sind z.B. 6- bis 8-molare L5- 
sungen von Harnstoff , wSBrige NatriumchloridlSsungen mit 
honor Konzentration, d.h. 0,5-molar und hOher, saure Puf- 
fer, d.h. Puffer mit einem pH von etwa 2 bis etwa 3 und 
Puffer mit chaotropen Ionen, d.h. Ionen, die bekanntlich 
die FShigkeit haben, Antigen/AntikBrper-Bindungen aufzu- 
brechen, wie z.B. das Thiocyanation . Ein bevorzugtes De- 
sorptionsmittel ist 3,0m Ammoniumthiocyanat in 0,1 m Natrium 
phosphat-Puffer bei pH 7,0. Die Desorption des AFP von 
der Chromatographie-SSule regeneriert diese, sie braucht 
zur Wiederverwendung nur die Gleichgewichtseinstellung mit 
einem geeigneten Puffer. 

Die vereinigten Eluate der adsorbierten Fraktion, d.h., 
der AFP-haltigen Fraktion, werden dann gegen entionisier- 
tes Wasser dialysiert und das erhaltene Dialysat durch 
Ultrafiltration aufkonzentriert. Die adsorbierte Fraktion 
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wird dann auf ihren AFP-Gehalt nach inununologischen Tech- 
niken getestet. 

Pie zur Verwendung als feste Trager fur den Antik5rper 
geeigneten Mater ialien miissen eine Reihe kritischer Para- 
meter erfilllen, d.h., sie miissen 

ft ) y -Globulin (AntikSrper) ohne Beeintrachtigung ihrer 
inununologischen Eigenschaf ten immobilisieren, 

b) eine Probe einer Testf lvissigkeit durch eine Saule mit 
annehmbarer Geschwindigkeit hindurchlassen , 

c) inert sein, d.h., sie dttrfen keine immunologisch stS- 
renden Eigenschaf ten haben oder chemisch Oder immuno- 
logisch modifiziert werden kfinnen, damit sie keine 
solchen stttrenden Eigenschaf ten haben, 

d) die Desorption von Antigenen zulassen, ohne dafl der 
Antikorper desorbiert oder immunologisch beeintrSchtigt 
wird, und 

e) zur Verwendung in einem automat is ierten System geeignet 
sein. 

Mater ialien, die diese Eigenschaf ten haben, sind z.B. Aga- 
rosegele, porose Glasperlen, Polyacrylamid-Perlen und der- 
gleichen, vorzugsweise Agarosegele. Agarose ist der neu- 
trale Anteil von Agar. Agarosegel ist im Handel erhaltlich 
(z.B. unter der Bezeichnung "Sepharose") . Die im Handel 
erhSltlichen Agarosegele sind waBrige Suspensionen, die 
gewohnlich ein Konservierungsmittel enthalten, z.B. 0,02 % 
Natriumazid. Das Gel wird in Perlenform mit einer ausge- 
wahlten TeilchengrSBe und einer bestimmten Prozentkon- 
zentration Agarose hergestellt. Die Konzentration der 
Agarose in dem Gel bestimmt dessen Fraktionierungsbereich. 

Die zur Verwendung bei der Af f initatschromatographie des 
erfindungsgemafien Verfahrens am meisten geeigneten Gele, 
d h., die alle oben genannten Kriterien erfullen, sind 
im Handel erhaltlich (unter der Bezeichnung -Sepharose 4B") 
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Diese Gele haben eine TeilchengroBe von 40 bis V90 urn 
und enthalten 4 Gew.-% Agarose. Ferner haben diese Gele 
einen Fraktionierungsbereich von 3 x 10 5 bis 3 x 10 6 . 

Der bei der Af f initStschromatographiestuf e des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens bevorzugt verwendete Puffer ist 
ein 0,1 m Phosphatpuf f er bei pH 7,0. Weitere verwend- 
bare Puffer sind z.B. Boratpuffer bei pH 8, Acetatpuffer 
bei einem pH von etwa 5 und dergleichen. Die Wahl eines 
bestimmten Puffers hangt von Faktoren vie der Stabili- 
tat des zu isolierenden Antigens und dergleichen ab. 

Die bevorzugte Methode zum Konzentrieren des Dialysats 
durch Ultrafiltration besteht darln, eine gertihrte Zelle 
mit einer Membran mit einer Molekulargewicht-Obergrenze 
von 10.000 zu verwenden, wie einer handelsiiblichen PM-10- 
Membran (der Amicon Corp., Lexington, Massachusetts). 
Das Dialysat kann auch nach anderen, auf dem Fachgebiet 
bekannten Hethoden konzentriert werden, wie z.B. durch 
Gef riertrocknen . 

Der AFP-Gehalt des erhaltenen Materials kann nach mehreren 
immunologischen TestmaBnahmen erfasst werden, der Radio- 
immuntest (RIT) ist jedoch bevorzugt. Wb mOglich, ern5Sglicht 
und sichert der Zusatz einer geringen, abgemessenen Menge 
von radioaktiv markiertem AFP zu der teilweise gereinigten 
Probe und das Erfassen des Durchgangs durch die verschie- 
denen Stufen des Verfahrens die Reinheit des fertigen PrS- 
parats. 

Die Stufe der Af f initatschromatographie des erfinduhgs- 
gemSBen Verfahrens kann automatisiert werden, indem eine 
modlfizierte Version einer als "Cyclum" bezeichneten Vor- 
richtung verwendet wird (die vora Oak Ridge National 
Laboratory, Oak Ridge, Tennessee, entwickelt wurde) . 
Die Cyclum-Schalttafel mit der zugehQrigen Ausstattung 
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1st unter Verwendung eines Nockenzeitgebers programmiert , 
■m eine von drei Fllissigkeiten wahlweise durch eine Affini- 
•atssHule flieBen zu lassen, die optische Dichte des 
•bflieBenden Materials zu erfassen und auf zuzeichnen und 
'as abflieBende Material in einen von drei Behaltern zu 
. <eiten. Die Cyclum-Vorrichtung, die die Af f initatschroma- 
Tographie-Behandlung kontinuierlich erneut durchzuf iihren 
zermag, ist von Anderson et al. in Cancer Research, 
Sand 34, S. 2066 bis 2076 (1974) beschrieben. 

dsorptionschromatographie mit immobilisiertem Reaktiv- 
iarbstof f 

Das in der bei der vorhergehenden Stufe angefallenen 
ddsorbierten Fraktion vorhandene Albumin wird aus dem AFP 
rait Hilfe eines unbeweglich gemachten Reaktivfarbstof f- 
P.dsorbens praktisch entfernt. Beispiele ftir geeignete Farb- 
stoffe sind die sogenannten Reaktivfarbstof fe, z.B. der 
Cibacron-Reihe. Diese Farbstoffe leiten sich von Cyanur- 
saurechlorid ab, d.h., 2,4,6-Trichlor-1 ,3,5-triazin. Die 
fur die praktische Durchf iihrung der Erfindung geeigneten 
Farbstoffe sind sulfonierte, polyaromatische Farbstoffe 
mit einem 1 , 3 ,5-Triazin-Kern und einem einzelnen reakti- 
ven Chlor. Beispiele fur geeignete Farbstoffe sind 
Cibacron Brill iant-Blau, Cibacron Scharlach und Cibacron 
Brilliant-Orange. Bevorzugt wird Cibacron Brilliant- 
Blau der Struktur 
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Der Reaktivf arbstof f wird immobil gemacht, indt»m er ge- 
bunden wird, d.h. kovalent gebunden oder adsorbiert an 
einen festen Trager, wie oben beziiglich der Affinitats- 
chromatographie erQrtert. Ein erf indungsgemafl bevorzug- 
ter immobilisierter Reaktivfarbstof f ist Sepharoseblau- 
Dextran. Dieser Farbstoff wird durch kovalentes Bin- 
den von Blaudextran, d.h. Dextran mit chemisch daran 
gebundenem Cibacron Brilliant-Blau, an Agatosegel, z.B. 
Sepharose 4B, hergestellt. Das Binden des blauen Dextrans 
an Sepharose erfolgt nach der Methode von Nishikawa et 
al., Anal. Biochemistry , Band 64, Seiten 268-275 (1975). 
Zu diesem Verfahren gehSrt die Aktivierung der Sepharo- 
se mit auf pH 11 gepuffertem Bromcyanid bei etwa 4°C. 
Das blaue Dextran wird dann in 0,1 m Phosphatpuf f er 
bei pH 7 zugesetzt und die Reaktion 24 h bei etwa 4°C 
ablauf en gelassen. Die aktivierte Sepharose wird an den 
Farbstoff iiber eine der aroma tischen Gruppen gebunden. 
Das fertige PrSparat vermag 10 mg Albumin/ml Gelpackung 
zu binden. 

Die Adsorptionschromatographie mit immobilisiertem Reaktiv 
farbstoff erfolgt unter Verwendung einer S&ule von 
5 x 13 cm. Beispielsweise kann die von Travis et al., 
in Clin. Chimica Acta 49 , 49 bis 52 (.1973) beschriebene 
Arbeitsweise angewandt we r den, urn das Albumin selektiv 
aus den AFP-haltigen Fraktionen zu entfernen. So werden 
die vereinigten AFP-haltigen Fraktionen aus der Af finitMts 
s&ule gegen den SSulenpuffer dialysiert, d.h. gegen 0,05 
m Tris - 0,5 m NaCl, pH 8,0, bevor sie durch das Bett 
aus immobil gemachtem Reaktivf arbstof f-Adsorbens gepumpt 
werden. Das nicht-adsorbierte Eluat, das AFP enthSlt, 
wird zusammengefasst und durch Ultrafiltration oder nach 
anderen geeigneten MaBnahmen, wie in der vorangehenden 
Stufe, aufkonzentriert. Das anfallende AFP-haltige 
Material ist praktisch rfrei von Albumin,, wie durch 
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immunologische Techniken bestinunt wurde. Etwa 90' bis 95 % 
dss in der Probe urspriinglich vorhandenen Albumins wer- 
den durch diese Technik entfernt. Die Adsorptionschromato- 
graphie-Saule mit immobilisiertem Reaktivfarbstof f kann 
duxch Behandeln mit einer 6,0-molaren Harnstof f lQsung zum 
Er.tfernen des Albumins regeneriert werden, worauf sich 
eine Gleichgewichtseinstellung mit einem geeigneten Puf- 
fer anschliefit. 

Gelf iltrationschromatographie 

Die nicht-adsorbierte Fraktion aus der Adsorptionschromato- 
graphie-SSule mit immobilgemachtem Reaktivfarbstof f , die 
AFP enthalt, kann dann der Gelf itrationschromatographie 
unterworfen werden, um die hochmolekularen Verunreini- 
jungen und einen Teil irgendwelchen restlichen Albumins 
abzutrennen. Die Molekulargewichte von AFP und Albumin 
sind 72.000 bzw. 69.000 Daltons. Unter hochmolekularen 
Verunreinigungen werden Proteine mit einem Molekularge- 
wicht von etwa 100.000 oder dartiber verstanden. Die be- 
vorzugte Saule fur diese Behandlung enthalt ein Filter- 
material, das ein hydrophiles, wasserunl8slich.es , vernetz- 
tes Dextranpolymergel ist. Dieses Material und das Verfah- 
ren zu seiner Herstellung sind in der GB-PS 854 715 be- 
schrieben. Das bevorzugte Gelmaterial, das im Handel (von 
der AB Pharmacia, Uppsala, Schweden, unter der Bezeich- 
nung "Sephadex") erhSltlich ist, weist ein dreidimensiona- 
les makroskopisches Gitter von miteinander gebundenen oder 
vernetzten Dextransubstanzen auf, das Wasser unter Quellung 
zu adsorbieren vermag. Die Fahigkeit des Gelmaterials 
zur Wasseraufnahme ist umgekehrt proportional zum Ver- 
netzungsgrad der Dextransubstanzen im Gelmaterial. Das 
Gelmaterial steht in einer Anzahl verschiedener QualitSten 
zur Verftigung, die sich hinsichtlich des PorositStsgrades 
unterscheiden. Das fUr die erf indungsgemaBe Verwendung 
bevorzugte Gel hat einen ungefahren Molekulargewichts- 
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AusschluBgrenzwert von 200.000, eine Wasserwiederauf- 
nahme (g H 2 0/g Trockengel) von 20 * 2,0, eine Teilchen- 
groBe von 40 bis 120 \im und ein Bettvolumen/ml/g 
Trockengel von 30 bis 40. Dieses besondere Gel wird 
als "Sephadex G-200" bezelchnet . 



Die Gelsaule wird mit 0,05 m monobasischem Natrium- 
phosphat-0 , 1 5 m Natriumchlor id-Puffer, pH 5,0, ins Gleich- 
gewicht gebracht. Die nicht-adsorbierte Fraktion aus der 
Adsorptionschromatographie-Saule mit imraobilgemachtem 
Reaktivfarbstoff , die AFP enthalt, wird aufkonzentriert 
und durch diskontinuierliche Diaf iltration gegen den 
gleichen Puffer dialysiert und dann an der im Gleich- 
gewicht befindlichen Gelsaule aufstr8mend chroma tographiert. 
Aufsteigender Strom wird angewandt, da er die Abtrennung 
des AFP von niedrig- und hochmolekularen Proteinverun- 
reinigungen erleichtert und die Integritat des Gelbettes 
erhSlt. 

Das Eluat aus der Saule wird in Fraktionen von z.B. 10 ml 
aufgefangen. Diese Fraktionen werden auf ihren Protein - 
gehalt und ihre RadioaktivitSt hin erf asst. AuBerdem wird 
der AFP-Gehalt bestimmter Fraktionen durch RIT bestatigt. 
Im allgeraeinen werden etwa 150 solcher Fraktionen er- 
halten. Die Fraktionen mit dem hdchsten AFP-Gehalt werden 
aufgefangen und vereinigt. Der Rest wird verworfen. Im 
aligemeinen wurde beim Auf fangen von 150 Fraktionen fest- 
gestellt, daB die Fraktionen 100 bis 120 AFP maximal 
enthielten . 

Icnenaustausch-SSulenchromatographie an Cellulose 

Uri noch mehr verunreinigende Proteine aus den AFP ent- 
heltenden Fraktionen aus der Stufe der Gelfiltrations- 
cr-omatographie zu entfernen, kttnnen die vereinigten Frak- 

t 

tionen der Ionenaustausch-SSulenchromatographie an Cellu- 
lcf;e unterworfen werden. Diese MaBnahme trennt die Proteine 
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uufgrund ihres elektrostatischen Bindungsvermfigens im 
Gegensatz z.B. zur vorher durchgefuhrten Gelf iltrations- 
ciiromatographie ab, die die Proteine nach ihrer GrdBe 
aDtrennte . 

Di- zur Verwendung bei dieser Arbeitsweise a Is geeignet 
festgestellte Ionenaustauscher-SSule ist eine Mischbett- 
Saule aus einem kationischen Austauscher, z.B. Carboxy- 
niethylcellulose, und einem Anionenaustauscher, z.B. 
Disthylaminoathylcellulose . 

Die fur diese Arbeitsweise geeigneten Carboxymethylcellu- 
iosen sind z.B. solche in mikrokarniger Form, mit stSb- 
chenformigen Teilchen einer TeilchengrBBenverteilung, 
ausgedrvickt als Durchinesser gleichwertiger KUgelchen, 
im Bereich von etwa 20 bis 60 urn mit einer Kapazitat von 
1,0 * 0,1 n&q/g und einem Wasser-Wiederauf nahmevermOgen 
von 2,3 bis 2,7 g/g trockenem Austauscher. Die bevorzugte 
Ionenform ist die Na + -Form. Ein geeigneter Ionenaustau- 1 
scher ist in trockener Form im Handel erhaltlich (un+f.-r 
der Bezeichnung "CM 52" der H. Reeve Angel Inc., Clifton, 
New Jersey), 

Die fUr die Verwendung bei dieser Arbeitsweise am mei^ten^ 
geeigneten Diathylaminoathylcellulose-Praparate sind solf 
che, die in mikrokttrniger Form vorliegen, stabchenfttrraige 
Teilchen mit einer TeilchengrdBenverteilung, ausgedrUckt 
als Durchmesser gleichwertiger KUgelchen, im Bereich von 
etwa 20 bis 60 nm, eine Kapazitat von 1,0 + 0,1 mXq/g, 
ein Wasser-Wiederaufnahmeverm6gen von 2,3 bis 2,8 g/g ' 
trockenem Austauscher haben und in freier Basenform vor- 
liegen. Ein geeigneter Ionenaustauscher ist z.B. ein (iit^ 
Kandel unter der Bezeichnung "DE 52" der H. Reeve Angel 
Inc., Clifton, New Jersey, erhaiticher) Austauscher. ; 
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Die Misch-Ionenaustausch-CellulosesSule wird wie folgt 
hergestellt: Zuerst werden die Feinteile aus jedem Aus- 
tauscher entfernt, z.B. durch Absaugen der ttberstehen- 
den Fliissigkeit , erhalten durch Zugabe eines zehnfachen 
Volumens Wasser, Riihren und Absitzenlassen der Feststoffe. 
Dann wird jeder Austauscher getrennt mit einer 2-molaren 
NatriumchloridlSsung in 0,1 m Ammoniumacetat ins Gleich- 
gewicht gebracht. Nach dem Absaugen der iiberstehenden 
Fliissigkeit wird eine PufferlSsung von 0,1 m Ammoniumace- 
tat zu jeder der Cellulosen gegeben, und gleiche Volumina 
einer jeden solchen Auf schlSmmung werden vereinigt und 
unter Eigengewicht in eine SSule von 2,5 x 13,0 cm gepackt. 
Die erhaltene SSule wird mit dem zu verwendenden Puffer, 
d.h., 0,1 m Ammoniumacetat # ins Gleichgewicht gebracht. 

Die vereinigten Fraktionen aus der Gelf iltration werden 
konzentriert und durch Dialyse gegen die 0,1 m Ammonium- 
acetat-PufferlSsung ins Gleichgewicht gebracht. Die AFP- 
haltige LQsung wird dann auf die Ionenaustauscher-Saule 
mit 60 ml/h auf gebracht. 

Nach dem Aufbringen der AFP-L5sung auf die SSule wird die- 
se mit zusStzlichera Puffer gewaschen, um alles Material, 
das sich nicht daran bindet, zu entfernen. Danach wird 
ein linearer Natriumchlorid-Gradient durch sehr allmShliche 
Zugabe von Natriumchlorid zu dem Puffer eingestellt. Mit 
zunehmender Salzkonzentration im Puffer werden 3 ml-Frak- 
tionen aufgefangen und, wie bei der vorhergehenden Stufe, 
auf Proteingehalt, Radioaktivitat und auf AFP nach dem 
RIT untersucht* Wiederum werden die AFP enthaltenden 
Fraktionen aufgefangen und vereinigt, 

PrSparative Polyacrylamid-Elektrophorese 

Die Reinigung des AFP wird durch Polyacrylamid-Elektro- 
phorese abgeschlossen. Diese Arbeitsweise, die AFP aus 
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verunreinigenden Proteinen auf der Grundlage der Unter- 
schiede in der raolekularen Ladung, GroBe und Form trennt, 
entfernt alle verbliebenen stSrenden Spuren an Albumin, 
die vorhanden sein konnten. Diese Arbeitsweise erfolgt 
vorzugsweise unter Verwendung eines Buchler-Polyslab 
(Buchler instruments, Fort Lee, New Jersey), einer verti- 
kdien Platte von 170 x 3,0 mm aus einexn auflosenden 
? %-Polyacrylaraid-Gel mit einem auf das auflosende Gel 
aufpolymerisierten konzentrierenden Gel von 10 x 3,0 mm. 

Der unterschied zwischen dem konzentrierenden Gel und dem 
auflSsenden Gel, wie oben beschrieben, beruht hauptsach- 
lich auf der PorengrSBe, die bei ersterem gr5Ber 1st. 
Die Varianz der PorengrSBe wird durch Variieren der re- 
lativen Anteile an Monomeren erreicht, d.h. Acrylamid 
und Comonomer (Vernetzer) , d«i. N,N' -Methylenbisacryl- 
amid im Polymerisationsgemisch. Zur Beschreibung dieser 
Gele, ihrer Herstellung und Verwendung bei den elektro- 
phoretischen Arbeitsweisen vgl. Davis, "Disc Electro- 
phoresis - II, Method and Application to Human Serum 
Proteins", Annal. N.Y. Acad. Sci., Band 121, S. 404 bis 
427 (1964). 

Die aus der vorangehenden Arbeitsweise aufgefangenen, 
vereinigten Fraktionen werden gegen Wasser dialysiert. 
Das Dialysat wird dann zu einem Pulver lyophilisiert . 
Das Pulver wird dann in einer geringen Menge eines als 
Elektrophorese-Puffer bezeichneten Puffers gelOst. Diese 
PufferlSsung enthSlt etwa 0,6 Gew.-% Tris, d.h. 2-Amino- 
2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol, und etwa 3 Gew.-% 
Glycin bei einem P H von etwa 8,3. Dann werden Saccharose 
und eine Spur eines geeigneten Farbstoffs, wie z.B. Brom- 
phenolblau, der Probe zugesetzt. Das Bromphenolblau wird 
als indikator fur das Fortschreiten der Prozedur verwen- 
det, da es vor den Proteinen durch die Gele wandert. Die 
Saccharose ist vorhanden, urn die Dichte der Probenlosung 
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etwas zu erhohen. Vorzugsweise wird genilgend Saccharose 
zugesetzt, um eine Konzentration von etwa 8 Gew.-% zu 
erzielen. Die AFP enthaltende LSsung wird in die Buchler- 
Polyslab-Platte gebracht und die Elektrophorese 24 h bei 
konstantem Strom von 40 mA durchgeftihrt . Wahrend der 
Elektrophorese bilden die Proteine in der Schicht der 
Probenlosung , die 4 bis 6 mm hoch ist, zuerst eine diin- 
ne Bande, d.h., von etwa 1 mm H8he, nahe dem Boden des 
konzentrierenden Gels, bevor sie durch die auflosende Gel- 
schicht wandern. 

Ist die Elektrophorese abgeschlossen, wird das auflosende 
Gel entf ernt und quer zu dem Weg zwischen Kathode und 
Anode in 0,5 cm dicke Streifen geschnitten. Die Streifen 
werden einzeln mit 0,05 m Boratpuffer bei pH 8,4 eluiert. 
Die Eluate der Streifen werden durch RadioaktivitSt, Doppel 
Immundif fusion und RIT auf ihren AFP-Gehalt geprilft. 

Das vorstehend beschriebene fUnfstufige Verfahren ist er- 
f indungsgemSB erf order lich r um reines AFP aus bestimmten 
Quellen, wie menschlichem Nabelschnur-Serum, zu erhalten. 
Es liegt jedoch im Rahmen der Erfindung, reines AFP auch 
von anderen Quellen zu erhalten, insbesondere aus Affen- 
Hepatomserum unter Anwendung von nur drei der fiinf be- 
schriebenen Stufen. Die Wahl zwischen diesen drei Stufen, 
d.h. der Af f initatschromatographie , der Adsorptions- 
chromatographie mit immobilisiertem Reaktivf arbstof f und 
der Polyacrylamid-Elektrophorese, und dem zuvor beschrie- 
benen fiinf stufigen Verfahren erfolgt unter Berticksichtigung 
folgender Aspekte: 

Die Wahl zwischen dem dreistuf igen und dem f iinf stuf igen 
Verfahren zur Erzielung von reinem AFP gemSB der Erfindung 
erfolgt unter Berticksichtigung der Art und/oder der Menge 
der Verunreinigungen. Die Entscheidung, 6b drei oder fiinf 
Stufen erforderlich sind, wird getroffen, nachdem die 
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Chromatographic mit dero immobiljgemachten Reaktivf arb- 
stoff durchgefiihrt worden ist. Eine Probe der vereinig- 
ten, nicht adsorbierten Fraktionen aus der Chromatographie 
mit unbeweglich gemachtem Reaktivf arbstoff wird der ana- 
lytischen Disk-Elektrophorese unterworfen. Zeigt diese 
NaBnahme Verunreinigungen von 20 % und mehr an, wird die 
funfstufige Arbeitsweise angewandt. Aber selbst wenn der 
Gehalt an Verunreinigungen innerhalb annehmbarer Grenz- 
werte liegt, d.h. unter 20 %, wird dennoch eine funf- 
stufige Arbeitsweise angewandt, wenn die Verunreinigun- 
gen eine elektrophoretische Mobilitat Shnlich der des AFP 
zeigen. 

Wenn nur eine dreistufige Reinigung erforderlich ist, wer- 
den die vereinigten, nicht adsorbierten Fraktionen aus der 
Chromatographie mit dem immobiJJgeroachten Reaktivfarbstof f 
dialysiert und lyophilisiert. Das erhaltene Pulver wird 
dann in dem Elektrophcrese-Puf f er gelbst und, wie oben be- 
schrieben, der Polyacrylamid-Elektrophorese unterworfen. 

Das vorstehend beschriebene Verfahren liefert unabhangig 
davon, ob drei Oder funf Stufen angewandt werden, reines 
AFP nach dem Ergebnis der analytischen Disk-Elektrophore- 
se. Das z.B. aus Nabelschnur-Serum, BauchhShlenf lussigkeit 
und Hepatom-Serum erhaltene reine AFP zeigt bei der Immun- 
dif fusion immunologische Identitat. Aus Af fen-Hepatom- 
serum erhaltenes AFP zeigt ebenso immunologische Idenitat 
mit den aus menschlichen Quellen erhaltenen Praparaten. 
Die Beobachtung einer einzigen Prazipitinlinie bei der 
immundiffusion fur diese Praparate von gereinigten AFP 
gegen ein heterospezif isches, nicht adsorbiertes Kaninchen- 
Anti-AFP-Serum zeigte immunologische Homogenitat. Die 
Reinheit des erf indungsgemaB erhaltenen AFP wurde auch durch 
Immunoelektrophorese des gereinigten AFP gegen Anti-AFP- 
Serum (eine Prazipitinlinie) und antinomies Humanserum- 
Anti-Humanserumalbumin mit hohem Titer (keine Prazipitin- 
linie) ermittelt. 
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Aufler durch die zuvor erwahnten Methoden wurde Uie Rein- 
heit des erf indungsgemaB erhaltenen AFP durch die spezi- 
fische Aktivitat ermittelt. Die spezifische Aktivitat 
ist gleich der Antik3rperneutralisation (RIT) , dividiert 
durch die Proteinkonzentration, und ist beschrieben von 
Lowry et al., J. Biol. Chem., Band 193, Seiten 265 bis 
275 (1951). Rinderserumalbumin (Pentex, Cat. Nr. 83 - 301) 
wurde als Protein-Bezugsstandard verwendet. Die spezifi- 
sche Aktivitat des erf indungsgemaB hergestellten ge- 
reinigten AFP lag, wie gefunden wurde, im Bereich zwi- 
schen 0,87 und 0,95 fUr Nabelschnur-Serum-ArP und zwischen 
0,94 und 0,99 fiir hepatozellulSres Karzinomserum-AFP . 
Im Gegensatz dazu lag die spezifische Aktivitat von 
AFP-haltigen, vereinigten Fraktionen vor der prapara- 
tiven Polyacrylamid-Elektrophorese im Bereich zwischen 
0,45 und etwa 0,75 und lieferte ein radioaktiv markiertes 
Produkt, das bei der RIT-Arbeitsweise aufgrund grofler Men- 
gen jodierter, hoch- und niederroolekularer Verunreini- 
gungen nicht verwendbar war. 

Das erf indungsgemaB hergestellte, gereinigte AFP eignet 
sich zur Verwendung in einem hochempfindlichen diagnosti- 
schen Radioimmuntest auf hepatozellulSren Krebs und 
Geburtsanomalien. Das bi slang auf dem Fachgebiet bekannte 
AFP eignet sich nicht gut fttr eine solche Radioimmuntest- 
Arbeitsweise aufgrund der groBen Menge an vorhandenem 
Albumin. AuBer im Hinblick auf die Erleichterung einer 
erheblichen Entfernung von Albumin, das die empf indlichen 
RIT-Arbeitsweisen st6rt, ist das erf indungsgemSBe Ver- 
fahren im Vergleich zu anderen Versuchen zur Reinigung 
von AFP, wie sie auf dem Fachgebiet bekannt sind, insoweit 
von Vorteil, als es AFP aus LOsungen wirksam isoliert, die 
es in geringer Konzentration enthalten, und auBerdem in- 
sofern, als es durch Automation bei groBen Volumina sol- 
cher Losungen effektiv ist. Ferner liefert das erfindungs- 
gemSBe Verfahren aus Af fen-Hepatomserum isoliertes AFP in 
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solcher Reinheit, dafl es einero AFP, das aus menschlichen 
Quellen erhalten wurde, durch Aminosaureanalyse sehr 
Shnlich ist und anstelle von AFP aus menschlichen Quel- 
len bei RIT-Arbeitsweisen verwendbar ist. 

Zur Verwendung bei Radioimmuntest-Arbeitsweisen wird AFP, 

insbesondere Affen-AFP, mit radioaktiven Atomen radioaktiv 

markiert, die mit den chemisch reaktiven Gruppen reagie- 

ren und die AntigenizitSt nicht wesentlich herabsetzen. 

125 I hat sich als besonders geeignet erwiesen. AFP kann 

nach auf dem Fachgebiet bekannten Methoden mit Radio jod 

markiert werden, wobei nur geringfUgige Abwandlungen von 

Konzentration und Volumen erfolgen. Die Chloramin T-Methode 

von Hunter und Greenwood, beschrieben in J. Biochem. 91_, 

125 

46 (1964) unter Verwendung von I ist besonders brauch- 
bar . 

Die Umsetzung erfolgt z.B. durch Mischen von 50 ug AFP 

in Boratpuffer mit 5mCi Na 125 I (pH 8-11) und 100 ug 

frischem Chloramin T (Natrium-p-toluolsulfochloramin) , 

alles in Boratpuffer. Die Reaktion erfolgt bei Raumtempera- 

tur in 1 min und wird durch Zusatz von Natriummetabi- 

sulfit gestoppt. Das markierte Produkt wird mit 1 ml einer 

5%igen Humanserumalbuminlosung gemisch". und das Gemisch 

auf eine vemetzte DextrangelsSule gebitacht, z.B. Sephadex 

125 

G-100, um das Produkt vom nicht -umgesetzten I zu 
trennen. Das Produkt wird dann aus der ?aule z.B. mit 
0,1 m Tris-0,15 m Natriumchloridpuf fer, pH 7, eluiert und 
in RChrchen (5 ml-Fraktionen) mit 0,5 nl einer 5%igen 
Humanalbuminlosung aufgefangen. Das Prcdukt wird mit 
Boratpuffer mit 0,25 % Humanalbumin auf eine geeignete 
Konzentration verdtinnt. 

Das mit 125 I, wie oben beschrieben, maikierte Affen-AFP 
eignet sich besonders ftir die RadioimmiVtest-Arbeitsweise. 
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Der Fachmann wiirde nicht annehmen r da8 dieses Material 
of f ensichtlich so verwendet werden kcinnte, wenn be- 
riicksichtigt wird, dafl bislang AFP nicht ausreichend 
rein fUr RIT-Arbeitsweisen hergestellt worden ist und 
ferner, dafl die herrschende Meinung unter den Fachleuten 
war, daB nur Materialien menschlichen Ursprungs als mar- 
kiertes Quellenmaterial fiir die quantitative Probe auf 
Human-AFP durch RIT verwendet werden kSnnte. Erfindungs- 
gemSB gereinigtes AFP kann in einem hochempf indlichen 
Radioimmuntest auf AFP verwendet werden , d.n. bei einer 
Erapf indlichkeit von etwa 0,5 ng bis etwa 18 *ig. 

Ein bevorzugter RIT unter Verwendung von erf indungsgemaB 
gereinigtem AFP ist eine Festphasenarbeitsweise xnit 
immobiljgeinachtem ZweitantikGrper . Bei dieser Arbeitswei- 
se ist Kaninchen-Anti-AFP der erste Antikorper und Ziegen- 
antiserum , d.h. Ziegen-Anti-Kaninchen-Y -Globulin, der zwei- 
te AntikOrper. Das Standardmaterial fttr den Test ist 
teilweise gereinigtes Nabelschnurblut-AFP . 

Bei der Durchf tthrung des Radioimmuntests wird eine Stan- 
dard-Konkurrenzhemmkurve aufgestellt. Sie ist ein MaB fiir 
die Koxnplexbi Idling zwischen dem zugesetzten Antigen mit 
spezifischen AntikOrpern. Die Kurve gibt die AFP-Menge pro 
Einheit der Probe wieder. Die Messung erfolgt in ng pro 
Dosis pro Teilmenge der Standard-AFP-Lttsung , aufgetragen 
gegen die Menge an rait radioaktiv markiertem reinem AFP 
komplex gebundenem AntikSrper. Die erhaltene Kurve wird zur 
Bestimxnung der AFP-Menge in einer Probe, d.h. Serum, Plasma 
oder Amnion-Fltissigkeit , verwendet. 

Bei einem bevorzugten Verfahren wird ein gemessenes Stan- 
dardmaterial in eine Reihe von ROhrchen gegeben, die 
AthylendiamintetraessigsSure (XDTA) -Puffer, pH etwa 6, 
enthalten, das etwa 1 Vol.-% normales Ziegenserum enthMlt. 
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Eine abgemessene Menge des ersten Oder Primar-AntikBrpers , 
d h Kaninchen-Anti-AFP, verdUnnt mlt einem geeigneten 
Puffer, z.B. 0,05 m Boratpuffer, pH 8,4, mit 0,25 Gew.-% 
Humanalbumin wird jedera Rohrchen zugefiigt. 



Nach Zugabe von verdUnntem AntikBrper wird eine abgen.es- 
S ene Menge an radioaktiv jodiertem, reinem Affen-AFP in 
je des Rohrchen gegeben. Die Zusatzmenge kann z.B. zwischen 
0,6 und 1,0 ng liegen. Die erhaltenen L8sungen werden bei 
Raumtemperatur ausreichend lange bis zum AbschluB der 
Lktion, gewBhnlich etwa 5 h, inkubiert. 1st die : inkubation 
a^geschlossen, wird der immobUfcemachte zweite od.r Sekundar- 
AntikBrper. d.h. ziegen-Antikaninchen-Y -Globulin, 3 edem 
Rohrchen zugesetzt und die LBsung wieder etwa wei^ , 5 mln 
bei Raumtemperatur inkubiert. Der immobilisierte f tikor 
per komplexiert mit dem AFP/Pri»arantik8rper-Kom Pf x und 
ermBglicht somit seine Entfernung aus der LBsung. ! 

onter den vorstehend beschriebenen Bedingungen bl^ibt freies 
AFP in LBsung. Der 125 I-Gehalt des PrSzipitats odjr der 
ttberstehenden FlUssigkeit wird dann mit eine. gee gneten 
Sahler bestimmt, und die Radioaktivitat kann 
die Antigenkonzentration aufgetragen werden. So w,rd eine 
Kurve erhalten, die zur Bestimmung der AFP-Menge n einer 
Probe von Plasma, Serum Oder Amnion-Flttssigkeit nth dem 
oben beschriebenen Verfahren verwendet werden kanr. 

Der zweite Oder SekundarantikBrper kann nach eine.'.Keihe 
von auf dem Fachgebiet bekannten MaBnahmen unbewec ich 
gemacht werden, z.B. nach den zuvor unter Bezugnahf auf 
Ls xmmunosorbens beschriebenen Verfahren. Au er PJlen 
sl nd auch Glas- Oder Polycarbonatstabchen geeignet . den 
zweiten AntikBrper unbewegllch zu machen. Eine ^ugte 
Ttnode zum Xm^bilisieren des Sekund.rantikBrpers ,-steht 
darin, ihn an ein ungesintertes Fluorkohlenstof f-P.l:meri- 
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sat nach der von Fishman, US-PS 3 843 443, beschriebenen 
Methode zu adsorbieren. Ein zum Immobilisieren des Se- 
kundarantikfirpers besonders bevorzugtes Fluorkohlenstof f- 
Polymerisat ist ungesintertes Polyvinylidenf luorid . 

Natttrlich ist die Erfindung, soweit sie sich auf Verbes- 
serungen von RIT-Arbeitsweisen bezieht, nicht auf die 
oben beschriebene Arbeitsweise beschrSnkt. Jede auf dem 
Fachgebiet ftir AFP anerkannte Radioimmuntesw -Arbeitsweise 
auf der Grundlage der Bildung eines Koxnplexe. des AFP 
mit einem Antiserum in einer Analysenprobe , der Zugabe 
eines Reagenzes, d.h., von radioaktiv markiertem AFP, 
des Entfernens des erhaltenen Komplexes aus der Losung 
und der Messung der Menge an aufgenommenem, radioaktiv 
markiertem Material gegen einen Standard kann unter Ver- 
wendung des erf indungsgemSB hergestellten, gereinigten 
AFP als radioaktiv markiertes Material verbessert werden. 

Die Genauigkeit des RIT hangt von der Reinheit des radio- 
aktiv markierten Materials ab. Da AFP-Radioimmuntests , 
wie sie vorstehend beschrieben sind, unter Verwendung von 
erfindungsgemMB gereinigtem AFP noch empf indlicher werden, 
kOnnen sie' nun beispielsweise in einem Programm zur Erfas- 
sung von Geburtsfehlern bei schwangeren Frauen angewandt 
werden. Die Anwendung einer RIT-Arbeitsweise in einem sol- 
chen Programm ist bislang nicht fur durchftthrbar gehalten 
worden. 

Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung noch 
weiter. 

Belspiel 1 



Gesammeltes menschliches Nabelschnurblut-Serum wurde von 
Vollschwangeren erhalten und bei -20°C gelangert. Das Serum 
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wurde aufgetaut, .it 100.000 U P M 1 h bei 4<>C ..fttrifa- 
giert und die iiberstehende FlUssigkeit mit einem glei- 
chen Volumen an 0,1 m Natriumphosphatpuf fer nit 0,02 
Gew.-% Natriumazid, pH 7,0, verdttnnt. 

Affinitatschromatographie 

15 ml-Portionen des wie oben hergestellten verdUnnten 
Habelschnur-Serums wurden durch ein automatisch rtlckfUhren- 
des Chromatographiesystem gefUhrt. das auf die Abgabe von 
drei Flttsslgkeiten. d.h. Probe, Puffer und Desorptions- 
mittel in eine Aff initatssaule sowie auf getrenntes Auffan- 
aen von Abfall. nicht adsorbierter Fraktion und adsorbierter 
Fraktion progr*»iert war. Das Verfahren wurde kontinuier- 
lich wiederholt, bis das verdUnnte Nabelschnur-Serum durch 
die Saule chromatographiert worden war. Die adsorbierten 
Fraktionen wurden aufgefangen und gegen entionisiertes 
Wasser dialysiert. inde» sie durch zwei Bio-Rad-Hohlfaser- 
Einheiten (Bio-Rad. Cat.* B/HDG-1), hintereinander ge- 
schaltet, geftihrt wurden. Das Dialysat wurde verelnigt 
und durch Ultrafiltration auf ein Volumen von etwa 20 pi 
konzentriert. j 

Die saule des automatisierten chromatographiesystems war 
It einem immunosorbens gepackt, das wie folgt hergestellt 

wurde: 

a -Fetoprotein wurde aus dem Serum eines Affen -It eirfm 
cnemisch induzierten Hepatom isollert. Das AFP wurde 
durch Affinitatschromatographie und aufsteigende Gel- 
filtrationssaulenchromatographie gereinigt und mit 0,t5 
m einbaslschem Natriumphosphat - 0,15 » Natriumchlor.l- 
Puffer vom pH 5,0 ins Gleichgewicht gebracht. Wei6« , »eu- 
seeland-Kaninchen wurden mit dem Antigen immunisier das 
an methyliertes Rinderserumalbumin gekoppelt worden -ar, 
bevor es mlt fertigem Freund-schem Adjuvans gemisch: wur- 
de. Die Bildung von Anti-AFP-Serum mit hohem Titer »rde 
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doppelt durch Immunodiffusion und Immunoelektrophorese 
Uberwacht. 

Das so gebildete . Kaninchen-Anti-AFP- (Af fen) Serum wurde 
mit 3 mg/ml gepulvertem Human -Serumalbumin 1 h bei 37 °C 
und dann 18 h bei 4°C adsorbiert und anschlieBend 1 h bei 
100.000 UpM zentrifugiert . Die anfallenden 30 ml adsor- 
bierten Antikttrpers wurden der absteigenden DEAE-Cellu- 
lose-Saulenchromatographie an einer 2,5 x 4n,o cm-SSu- 
le in 0,01 m Natriumphosphatpuf fer bei pH 8-^ unterwor- 
fen. Die AntikOrper enthaltenden Fraktionen wurden ver- 
einigt und kovalent an 50 ml Sepharose 4B, mit in N-Methyl- 
2-pyrrolidon gelSstem Bromcyanid aktiviert, gebunden. 
Die Y-Globulinfraktion wurde der aktivierten Sepharose 
4B zugesetzt und die Reaktion 24 h bei 4° C ablaufen ge- 
lassen. Nach dem Mischen mit einem gleichen Volumen waBri- 
gen 1 m Athanolamins ftir 1 h bei pH 8,0 wurde das Immu- 
nosorbens in 0,1 m Natriumphosphatpuf fer bei pH 7,0 ins 
Gleichgewicht gebracht und in eine 5,0 x 30,0 cm messende 
Chromatographiesaule gebracht, die bis zu einer H6he von 
6 cm mit verstellbaren StrCmungsregulatoren ausgestattet war 
Um nicht-spezif ische Adsorption von Protein zu verhin- 
dern, wurde das Immunosorbens durch aufeinanderfolgende 
Zugabe von 20 ml Normalserum, 0,1 m Phosphatpuf fer vom 
pH 7,0, 3,0 m Ammoniumthiocyanat in 0,1 m Phosphatpuf fer 
vom pH 7,0, behandelt und schlieBlich mit 0, 1 m Phosphatpuf fer 
vom pH 7,0 wieder ins Gleichgewicht gebracht. 

Chromatographic mit immobilisiertem Reaktivfarbstof f 

Die Adsorptionschromatographie mit immobilisiertem Reak- 
tivfarbstof f wurde unter Verwendung von Sepharose-Blau- 
dextran als immobilisiertem Reaktivfarbstof f durchgeftthrt . 
Sepharose-Blaudextran wurde durch kovalentes Binden von 
Blaudextran 2000 an Sepharose 4B hergestellt. Das Produkt 
wurde in eine 5 x 13 cm SSule gepackt. Die Probe aus der 
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Affinitatschromatographie wurde durch die Saule mit 
120 ral/h gepumpt, um den grBBten Teil des vorhandenen 
Albumins zu entfernen. Fraktionen von 10 ml wurden auf- 
gnfangen. Das Gelbett wurde von nicht-adsorbiertem Pro- 
tein freigewaschen. Eine 6 m Harnstof f losung im Saulen- 
puffer, d.h. 0,05 m Tris, also 2-Amino-2- (hydroxymethyl) - 
1,3-propandiol, und 0,05 in Natriumchlorid wurden zum 
Desorbieren des Albumins von der SHule zum Regenerie- 
ren verwendet. Die AFP-haltigen Fraktionen des nicht-ad- 
sorbierten Eluats wurden vereinigt und durch Ultrafiltration 
konzentriert. Um vSllige Albumin-Entf ernung zu gewShrlei- 
sten, wurde die nicht-adsorbierte Fraktion erneut an der 
Saule chronvcographiert. Die saule wurde wieder, wie zuvor 
beschrieben, regeneriert. 

In dieser und den folgenden Stufen wurde die Reinigung von 
AFP durch analytische Disk-Elektrophorese und immunologi- 
sche Techniken, z.B. Immunoelektrophorese, Doppelimmuno- 
dif fusion und RIT, uberwacht. 

Gelf atrationschromatographie 

Die nicht-adsorbierte Fraktion aus der Sepharose-Blaudextran- 
saule wurde konzentriert und auf ein Volumen von etwa 20 ml 
durch diskontinuierliche Diaf iltration gegen 0,05 m mono- 
basisches Natriumphosphat - 0,15 m Natriumchlorid-Puf fer , 
P H 5,0, dialysiert. Die dialysierte Probe wurde zur Ent- 
f ernung hochmolekularer Verunreinigungen chroma tographiert , 
indem sie durch eine 5,0 x 85,0 cm - saule gefuhrt wurde, 
die mit Sephadex G-200 gepackt und zuvor mit der oben be- 
schriebenen Phosphat-Salz-Puf ferlOsung ins Gleichgewicht 
gebracht war, und zwar bei einer StrSmungsgeschwindigkeit 
nach oben von 60 ml/h. Das Eluat aus der saule wurde in 
10 ml -Fraktionen aufgefangen. Die Fraktionen (insgesamt 
150) wurden auf ihren Proteingehalt und ihre Radioaktivitat 
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geprtift. Die Fraktionen 100 bis 120/ die als deli hSchsten 
AFP-Gehalt aufweisend ermittelt wurden, wurden gesammelt 
und der Rest verworfen. 

Ionenaustauschcellulose-Chromatographie 

Ein Mischbett-Kationenaustauscher (Carboxymethylcellu- 
lose) /Anionenaustauscher (DiSthylaminoathylcellulose) - 
Medium wurde mit 0,1 m Ammoniumacetat bei pK 6 ( -/5 ins 
Gleichgewicht gebracht und unter Eigengewicht in eine 
2,5 x 13,0 cm-SSule gepackt. Die vereinigten Fraktionen 
aus der vorhergehenden Stufe wurden mit dem Anuronium- 
acetatpuffer ins Gleichgewicht gebracht und mit 60 ml/h 
auf die Saule gebracht. Nach Zugabe der vereinigten 
Fraktionen wurden 150 ml reiner Puffer auf die Saule ge- 
bracht. Dann wurde ein linearer Salzgradient durch all- 
mahliches Erhtthen des Anteils eines Puffers aus 0,5 m 
Natriumchlorid in 0,1 m Ammoniumacetat vom pH 6,25 in dem 
Strom reinen Puffers eingestellt. Mit zunehmendem Salz- 
anteil im Puf ferstrom werden die Proteine aus der SSule 
entsprechend ihrem elektrostatischen Bindungsvermogen ent- 
fernt. Fraktionen von 3 ml wurden aufgefangen und auf 
ihren Proteingehalt und ihre Radioaktivitat wie bei der 
vorangegangenen Stufe UberprUft. Die AFP-haltigen Fraktionen 
wurden gesammelt und vereinigt. 

Praparative Acrylamid-Elektrophorese 

Die vereinigten Fraktionen aus der vorangegangenen Stufe 
wurden gegen entionisiertes Wasser dialysiert und lyophili- 
siert. Das erhaltene Pulver wurde in 2,0 ml eines Gemischs 
aus einem Teil einer 40 gew.-%igen wafirigen LOsung von 
Saccharose mit einer Spur an Bromphenolblau und 3 Teilen 
Elektrophorese-Puffer mit jeweils 6,0 g Tris, d.h., 2-Amino- 
2-(hydroxymethyl)-1 , 3-propandiol, pro 1 und 28,8 g Glycin, 
pH 8,3,gel6st. 
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Ein Buchler Polyslab (Buchler Instruments, Inc.) mit einer 
vertikalen 170 mm x 3,0 mm-Platte aus 7 % auflSsendem 
Polyacrylamidgel (engporig) , darauf ein 10 mm x 3,0 mm 
konzentrierendes Polyacrylamidgel (groBporig) wurde mit 
dem Elektrophoresepuffer ins Gleichgewicht gebracht. Die 
die Probe enthaltende LOsung wurde auf die Platte gebracht 
und 24 h unter konstanten Strom von 40 mA gesetzt. Wah- 
rend der Elektrophorese sammelten sich die Proteine in 
der Probe anfangs als feine Linie in dem konzentrieren- 
den Gel, verteilten sich dann allmahlich und schieden 
sich in dem auf ISsenden Gel aufgrund der Unterschiede im 
Molekulargewicht, der GrSBe und der Ladung ab. 

Nach beendeter Elektrophorese wurde das aufl5sende Gel 
in 0,5 cm-Streifen quer zur Richtung zwischen Kathode und 
Anode geschnitten. Die Scheiben wurden dann mit 0,05 m 
Boratpuffer, P H 8,4, eluiert. Die Eluate wurden durch 
Doppelimmunodiffusion und RIT-Technik auf Radioaktivitat 
und AFP uberprtift. Die hochgereinigtes AFP enthaltenden Elua- 
te wurden durch Ultrafiltration auf etwa 3 ml auf konzentriert . 

Beispiel 2 

Einzelne Serumproben von Affen mit einem chemisch induzierten 
Hepatom wurden bei -20°C gelagert. Die AFP-Konzentration 
der Proben wurde zu 0,6 bis 3,2 mg/ml nach der RIT-Ar- 
beitsweise bestimmt. Die Proben wurden aufgetaut tnd 1 h 
bei 100.000 UpM zentrifugiert. Mit einem durch RI? als 
Grundlage erhaltenen Maximalwert wurde die Uberst.Jhende 
FlUssigkeit auf einen Gehalt von 0,08 mg AFP/ml m:.t 0,1 m 
Natriumphosphatpuffer mit 0,02 Gew.-% Natriumazid, P H 7,0, 
verdunnt . 1 
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10 ml-Portionen des verdiinnten Affenserums (mit insge- 
samt 0,8 ag AFP-RIT-Aktivitat) wurden durch ein auto- 
matisiertes Rtickftihr-Chromatographiesystem gemMB der 
Arbeitsweise des Beispiels 1 geleitet. Die adsorbier- 
ten Fraktionen wurden konzentriert und dann an einer 
Adsorptionssaule mit immobilisiertem Reaktivf arbstof f , 
d.h. einer AdsorptionssSule mit Sepharose-Blaudextran 
gemaB der Arbeitsweise des Beispiels 1, chromatographiert . 

Die nicht-adsorbierte Praktion der Arbeitsweise mit 
immobilisiertem Reaktivfarbstoff wurde dialysiert und 
lyophilisiert. Das erhaltene Pulver wurde in 2,0 ml 
Saccharosebromphenolblau-Elektrophoresepuf fer , wie in Bei- 
spiel 1 , gel6st und der prSparativen Polyacrylamid-Elektro- 
phorese unterworfen. Die Eluate wurden durch Ultrafiltration 
auf 3 ml mit hochgereinigtem AFP auf konzentriert . Es wurde 
eine spezifische Aktivitat von iiber 0,94 erzielt. 
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RAN 4093/36 



PatentansprUche 

Verfahren zur Herstellung gereinigten a 1 -Fetoproteins , 
gekennzeichnet durch folgende Schritte: 

a) Puffern einer Probe eines Materials aus einer biolo- 
gischen Quelle, das daflir bekannt ist, a 1 -Feto- 
protein zu enthalten, auf einen pH von etwa 7, 

b) Af f initatschromatographie der gepuf ferten Probe 
durch Hindurchftihren durch eine Saule mit einem 
ftir a 1 -Fetoprotein spezifischen AntikSrper, der auf 
einem festen Trager unbeweglich verankert ist,und 
Eluieren des gebundenen a, -Fetoproteins durch Behandeln 
der Saule mit einem geeigneten Desorptionsmittel , 

c) Entfernen praktisch des gesamten,ira Eluat der Stufe 
b) vorhandenen Albumins mit Hilfe der Adsorptions- 
chromatographie durch Hindurchleiten durch eine Sau- 
le, die einen immobilisierten Reaktivfarbstoff- 
Adsorber enthSlt, 
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d) Dialysieren der das nicht-adsorbierte a 1 -Fetoprotein 
enthaltenden LOsung der Stufe c) , 

e) Lyophilisieren der dialysierten LSsung der Stufe d) , 

f) LOsen des in Stufe e) gebildeten Pulvers in einera 
geeigneten Puffer und Polyacrylamid-Gelelektropho- 
rese der erhaltenen LSsung. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
als Ausgangsmaterial Af f en-Hepatomserum verwendet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
nach den Stufen a) bis d) 

e) hochmolekulare Proteinverunreinigungen aus der dialy- 
sierten Lttsung der Stufe d) durch Gelf iltrations- 
chromatographie unter Verwendung eines hydrophilen, 
wasserunlSslichen, vernetzten Dextranpolymergels als 
Filtermaterial entfernt werden, 

f) das oc 1 -Fetoprotein enthaltende Eluat aus der Stufe 

e) zur Entfernung von Proteinverunreinigungen mit 
Hilfe der Ionenaustauschchromatographie unter Ver- 
wendung eines Gemischs kationischen und anionischen 
Austauscherharzes behandelt wird, 

g) das of -Fetoprotein enthaltende Eluat aus der Stufe 

f ) dialysiert wird, 

h) die dialysierte LSsung aus der Stufe g) lyophili- 
siert wird und 

i) das in Stufe h) gebildete Pulver in einem geeigneten 
Puffer gelOst und die LSsung der Polyacrylamid-Gel- 
elektrophorese unterworfen wird* 
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als Ausgangsmatrial Nabelscnnurox 
serum verwendet wird. 

* « -Fetoprotein in einer unbekannten 
Radioimmuntest auf c^-Fetopro* _ nhrltte . 
Probe, gekennzeichnet durch folgende Schritte 
proDe, .vetonroteins in der 

a) Bilden eines Komplexes des a r Fetoprotei 

unbekannten Probe .it einem Antiserum, 
W zugabe radioaktiv markierten 

c) Entfernen des anf allenden Komplexes aus der Losung 

al6 radioaktiv 1^ J ioaktiv markiertes 

gemaB gereinigtes und mit I 
a -Fetoprotein verwendet wird. 

f0r elen ald^ntest zur Besting von a.-Feto 

protein . 

7 . ^oak.v ^e rt es a ; - rrr « ~— 
elnem Hu^-Ba a«j— « ^^^^ ^ 
mSB einem der RnsprOcne l 01 * 
"»I radioaktiv Barkierte- ^-Fetoprotein. 

8 . R ea 9 e„ S9 at, « Be.™ von « 
protein. ' 
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